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 RESUMO 
Após sequenciamento do genoma da bactéria Xylella fastidiosa linhagem 9a5c, 
houve um grande aumento de informações relacionadas à fisiologia e patogenia deste 
microrganismo, porém muitas das proteínas identificadas na análise de seu genoma ainda não 
apresentam funções preditas. A caracterização de tais proteínas pode contribuir para o melhor 
conhecimento do processo de patogenicidade bacteriana. Sendo assim, este trabalho teve 
como objetivo caracterizar três proteínas, XfYcjZ (ORF Xf1480) a qual apresenta alta 
similaridade com membros da família de reguladores de transcrição do tipo LysR (LTTR) e 
das proteínas toxina (XfMqsR) e antitoxina (XfMqsA), as quais possuem similaridade com o 
sistema toxina-antitoxina MsqR/MqsA de Escherichia coli. Tais proteínas desempenham, 
entre outras funções, papel preponderante na regulação de genes envolvidos no metabolismo 
celular, divisão celular, quorum sensing, formação de biofilme, virulência e resposta ao 
estresse oxidativo. A caracterização estrutural destas proteínas baseou-se em dados 
provenientes de ensaios de dicroísmo circular (CD), cromatografia de filtração em gel e 
ultracentrifugação analítica. Já a caracterização funcional baseou-se na produção de 
anticorpos contra cada umas das proteínas estudadas, seguida de experimentos de 
imunodetecção durante as diferentes fases de formação do biofilme de X. fastidiosa. A 
proteína XfYcjZ-like apresentou-se na forma tetramérica em solução, sendo diferencialmente 
expressa nas fases de crescimento de X. fastidiosa, foi observado o seu papel na resposta ao 
estresse oxidativo, quando induzida por cobre II. Foi também demonstrado que a interação 
entre as proteínas toxina-antitoxina ocorre na razão molar 1:1, sendo o complexo mais 
termoestável, quando comparado as duas proteínas individualmente, dados estes obtidos por 
análise de desenovelmanto térmico por CD. Dados funcionais confirmaram a anotação das 
proteínas deste sistema, uma vez que a antitoxina possuiu domínio HTH na região N-terminal, 
o que lhe confere capacidade de se ligar ao promotor do operon; a toxina apresentou atividade 
de RNAse e também foi inibida pela antitoxina. Em adição, foi mostrado pela primeira vez 
que a antitoxina é secretada por meio de vesículas da membrana externa, o que é uma forte 
evidência  que ela possa ter uma nova função em X. fastidiosa. Assim, esperamos que nossos 
resultados contribuam para o melhor entendimento do envolvimento dessas proteínas no ciclo 
de vida de X. fastidiosa e suas possíveis implicações para a patogenicidade bacteriana.  
Palavras-chave: Xylella fastidiosa; caracterização de proteínas; sistema toxina-
antitoxina; fator de transcrição LysR. 
 ABSTRACT 
After the genome sequencing of the Xylella fastidiosa greater knowledge about 
the bacterial physiology and pathogenicity have become available, however many proteins 
still do not have predicted functions and are classified as hypothetical proteins. 
Characterization of these proteins can bring new insights about its role within bacteria 
physiology. Therefore, our work aimed to characterize three proteins termed XfYcjZ (orf 
Xf1480), which possesses high identity with the LysR-type transcriptional regulator (LTTR) 
family; XfMqsR (orf Xf2162) and XfMqsA (orf Xf2163) which possess identity with the 
toxin-antitoxin operon MqsR and MqsA from Escherichia coli. These genes were reported to 
be involved in cell cycle, quorum sensing, biofilm formation, virulence and oxidative stress 
response. The functional characterization of these proteins was based on circular dichroism 
(CD), analytical size-exclusion chromatography, analytical ultracentrifugation and western 
blottings, which demonstrated the protein XfYcjZ is present in tetrameric form in solution and 
is globular, as shown by size exclusion chromatography and analytical ultracentrifugation. 
Our analyses also showed that XfYcjZ is differentially induced in the X. fastidiosa growth 
phases as well as its expression changed to cupper-induced oxidative stress, which is a 
indicative that XfYcjZ is involved in oxidative stress. The characterization of the orfs Xf2162 
and Xf2163 was based on the cloning, expression and purification of the heterologous 
proteins and they were analysed as for the capacity of interaction between the proteins 
XfMqsR and XfMqsA and between XfMqsA and promoter of the operon. We have shown 
that XfMqsA is present as a dimer and the XfMqsR in monomer in solution and the 
interaction occurs in molar ratio 1:1 and the complex XfMqsA and XfMqsR is 
thermodynamically favorable and more stable that the isolated proteins. XfMqsR possesses 
RNAse activity and XfMqsA was able to inhibit it in fluorimetric assay. Moreover, it was 
demonstrated by MS/MS and western blotting that the XfMqsA is secreted by X. fastidiosa 
via outer membrane vesicles. We hope these results can contribute to better understand the 
involvement of these proteins in the X. fastidiosa lifecycle and the possible involvement in its 
pathogenicity.  
Keywords: Xylella fastidiosa; protein characterization; toxin-antitoxin system; 
LysR-type transcription factor  
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 Apresentação da Tese 
 
Esta tese teve como objetivo caracterizar três proteínas da bactéria Xylella 
fastidiosa estirpe 9a5c, a qual é um importante fitopatógeno que causa grandes perdas 
econômicas na citricultura brasileira. A X. fastidiosa apresenta crescimento lento (fastidioso), 
possuindo capacidade de formação de biofilme no interior do xilema da planta, o que ocasiona 
em estágio avançado da infecção, déficit hídrico e morte das plantas suscetíveis, a qual 
podemos destacar a laranja doce (Citrus sinensis). Dentre as espécies de bactérias 
fitopatogênicas mais estudadas atualmente, a X. fastidiosa se encontra na oitava posição, dado 
os elevados prejuízos que a doença resultante (CVC ou amarelinho) vem causando à 
citricultura mundial.  
Devido a sua importância, esse projeto foi elaborado de forma a estudar três 
proteínas de X. fastidiosa potencialmente envolvidas na patogenicidade, as quais foram 
identificadas como um fator de transcrição do tipo LysR (Xf1480) e duas proteínas 
pertencentes ao operon toxina-antitoxina (XfMqsR e XfMqsA). Os resultados obtidos durante 
o período de doutoramento estão apresentados nesta tese no formato de dois artigos 
científicos, sendo que um deles já foi publicado e outro foi submetido a uma revista científica 
internacional.  
O Capítulo 1 aborda a clonagem, expressão e purificação do fator de transcrição 
LysR. As análises foram feitas com base em homologia de sequência e propriedades 
hidrodinâmicas da proteína heteróloga, tais como ultracentrifugação analítica e cromatografia 
de filtração em gel. Também foi realizada a detecção da proteína nas fases de crescimento de 
X. fastidiosa e seu possível envolvimento na resposta a íons de cobre II. O artigo referente à 
esses dados foi intitulado “Characterization of the LysR-type transcriptional regulator YcjZ-
like from Xylella fastidiosa overexpressed in Escherichia coli”, e publicado no periódico 
Protein Expression and Purification (doi: 10.1016/j.pep.2015.05.003). 
O Capítulo 2 está disposto em forma de manuscrito e descreve a clonagem, 
expressão e purificação da toxina (Xf2162) e da antitoxina (Xf2163) de X. fastidiosa, assim 
como a capacidade de interação entre as duas e a constante de interação calculada por 
calorimetria isotérmica. Além disso, também foi demonstrada, por western blotting, a 
detecção das duas proteínas durante as fases de crescimento de Xylella fastidiosa, assim como 
a presença da antitoxina dentro das vesículas da membrana externa, que foi detectada por 
espectrometria de massas e western blotting. Tais dados foram submetidos à publicação em 
 periódico internacional intitulado “Xylella fastidiosa secretes the antitoxin of a toxin-antitoxin 
system homologous to MsqR/MsqA from Escherichia coli”.. 
Por último, as atividades realizadas provenientes do trabalho de colaboração com 
outros projetos em andamento no grupo se encontram no anexo, na forma de um artigo 
publicado na Biochemistry and Biophysics Acta, em 2013, e intitulado “Small-angle X-ray 
scattering and in silico modeling approaches for the accurate functional annotation of an 





A citricultura possui grande importância na participação do Produto Interno Bruto 
(PIB) no estado de São Paulo, maior produtor nacional de laranja. O estado voltou-se para a 
produção de laranja no início da década de 1960 e tal atividade contribuiu muito para que o 
Brasil se tornasse o maior exportador de suco concentrado de laranja do mundo. Somente o 
estado de São Paulo correspondeu a 72% da produção nacional em 2013 
(http://www.ibge.gov.br/home/estatistica/indicadores/agropecuaria/lspa/estProdAgr_201309.p
df).  
Entretanto, várias doenças acometem as plantações de laranja, dentre as quais 
podemos destacar a clorose variegada de citros (CVC), causada pela bactéria Xylella 
fastidiosa (Bové; Ayres, 2007) o cancro cítrico, causado pela espécie Xanthomonas citri 
subsp. citri (Li; Wang, 2014) e a doença chamada greening ou (Huanglongbing/HLB) (Lee et 
al., 2015), causada pela bactéria Candidatus liberibacter asiaticus e Candidatus liberibacter 
americanos (http://www.fundecitrus.com.br). 
Dentre as doenças apresentadas, a CVC é uma das mais estudadas (Mansfield et 
al., 2012). A bactéria X. fastidiosa tem a capacidade de colonizar os vasos xilemáticos de 
plantas susceptíveis, além de poder  crescer na forma de  biofilme dentro dos vasos 
xilemáticos de plantas infectadas, o que a torna resistente a vários compostos antimicrobianos 
usados na agricultura, assim como aqueles usados pela planta em resposta à infecção 
(Almeida et al., 2008). A formação de biofilme também é importante para a sobrevivência em 
ambientes turbulentos e com escassez de nutrientes, como o xilema e o aparelho bucal de 
insetos (Mansfield et al., 2012).  
Dentre as estirpes estudadas por Doddapaneni e colaboradores (2006), as quatro 
estirpes de X. fastidiosa (9a5c, Ann 1, Dixon e Temecula-I) apresentam 76,2% do genoma 
conservado. A quantidade de genes exclusivos para cada estirpe foi: 241 genes para X. 
fastidiosa estipe 9a5c (de um total de 2678 genes), 96 genes para a estirpe Dixon (total de 
2622 genes), 145 para a estirpe Ann I (total de 2815 genes) e 10  para a estirpe Temecula-I 
(total de 2034 genes).  
Além disso, foi demonstrado que a estirpe X. fastidiosa 9a5c possui a capacidade 
de responder ao tratamento com substâncias que causam estresse oxidativo e antibióticos, tais 
como íons de cobre II e tetraciclina, respectivamente, modulando a expressão de algumas orfs 
(Muranaka et al., 2012). Dentre as ORFs que sofreram alteração no perfil de expressão, 
encontram-se as orfs Xf1480, Xf2162 e Xf2163, as quais possuem, respectivamente, 
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identidade com um fator de transcrição LysR, uma toxina com atividade de RNAse e uma 
antitoxina com domínio hélice-volta-hélice (HTH). 
De acordo o banco de dados do LNCC (http://www.xylella.lncc.br/), o genoma de 
cinco estirpes, Dixon, Temecula, Ann-1, M12 e M23. A Xylella fastidiosa estirpe Dixon é a 
causadora da escaldadura da folha e amendoeira (almond leaf scorch) em amendoeiras 
suscetíveis, Prunus dulcis (Lin et al. 2015) . A Xylella fastidiosa estirpe Temecula é a 
causadora da doença de Pierce em videiras, Vitis vinífera (Lin et al. 2015). A estirpe Ann-1 
acomete a planta conhecida como oleandro, (Nerium oleander L.), utilizada com a finalidade 
de ornamentação(Lin et al. 2015). As outras duas estirpes são a M12 e a M23 (Chen et al. 
2010). A duas causam escaldadura em folhas de amendoeiras, mas a M23 também causa a 
doença de Pierce.  
A comparação dessas cinco estirpes quanto à presença das orfs em estudo 
demonstrou que todas elas possuem o gene homólogo a orf Xf1480 da estirpe 9a5c, 
compartilhando 27% de identidade entre elas. Quanto ao operon toxina-antitoxina Xf2162 e 
Xf2163, os genes homólogos foram encontrados nas estirpes Temecula e M23, enquanto as 
estirpes Dixon, Ann-1 e M12 não apresentam nenhuma dessas orfs. 
A formação de biofilme é tida como o principal mecanismo de patogenicidade 
para essa espécie bacteriana. A sua formação ocorre através de associação célula-célula, as 
quais são envolvidas por uma camada externa de substâncias poliméricas compostas de 
polissacarídeos, DNA e proteínas. Tal estrutura funciona como uma barreira e confere 
resistência à entrada de compostos nocivos para as células (Limoli; Jones; Wozniak, 2015). 
No processo de formação do biofilme, a comunicação célula-célula, também conhecida como 
quorum sensing, tem crucial importância na diferenciação celular. A comunicação celular vai 
regular genes específicos que facilitam a atividade em grupo, tais como produção de 
proteínas, toxinas extracelulares e deposição do EPS (Toyofuku et al., 2015). A camada 
externa de substâncias poliméricas também influencia a comunicação célula-célula, pelo fato 
de reter produtos metabólicos e moléculas de sinalização (Drescher et al 2014). 
Visto que as orfs Xf1480, Xf2162 e Xf2163 foram induzidas em tratamentos 
prévios com íons de cobre II e tetraciclina (Muranaka et al., 2012), nós formulamos a hipótese 
de que elas poderiam de alguma forma estar envolvidas na patogenicidade de X. fastidiosa. 
Dessa forma, com o intuito de melhor entender a possível ligação dessas orfs com o 
metabolismo bacteriano, tais alvos foram clonados e as proteínas correlatas foram expressas 
em sistema de expressão heteróloga. Dessa forma, foi possível que as funções das proteínas 
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fossem investigadas, utilizando-se de um conjunto de ensaios bioquímicos e biofísicos para a 
sua caracterização. 
 
2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  
 
2.1 – Clorose Variegada do Citrus e Xylella fastidiosa 
A Clorose Variegada dos Citros (CVC) é uma doença de grande importância 
econômica, cujo agente causal é o fitopatógeno X. fastidiosa (Hartung et al., 1994), uma 
bactéria Gram-negativa hospedeira do xilema da planta. X. fastidiosa possui capacidade de 
formar biofilme, aderindo milhares de células no xilema e assim, ocluindo os vasos 
xilemáticos. À medida que a bactéria vai se espalhando pela planta, mais vasos xilemáticos 
vão sendo obstruídos.  
A doença é transmitida por 12 espécies de vetores comumente chamados de 
cigarrinha e pertencentes à família Cicadellidae. As cigarrinhas adquirem a bactéria quando se 
alimentam de plantas contaminadas e podem abriga-las por tempo indeterminado. Dessa 
forma o controle dos vetores é de extrema importância para evitar o alastramento da doença. 
Estudos epidemiológicos estimam que, a partir de uma árvore infectada, a CVC foi capaz de 
atingir 90% de uma plantação de 20 hectares em 12 anos, no norte de São Paulo (Gottwald et 
al., 1993). Inicialmente, os sintomas apresentados são pequenos pontos amarelados na face 
adaxial da folha, seguido de necrose à medida que a doença avança; tal sintoma assemelha-se 
à deficiência de zinco. As folhas também ficam com aspecto de murchas, devido ao 
desequilíbrio hídrico, assim como os frutos ficam menores (Fig. 1) (Muranaka et al. 2013). 
Os métodos atualmente utilizados para controle da doença são: obtenção de 
plantas sadias em viveiros certificados pela Secretaria de Agricultura do Estado de São Paulo; 
poda dos galhos que apresentarem os sintomas da doença em estágio inicial e controle dos 
insetos vetores da bactéria (http://www.fundecitrus.com.br/doencas/cvc/9) 
Diante de toda a importância da doença, a X. fastidiosa foi o primeiro 
fitopatógeno a ter o seu genoma sequenciado (Simpson et al., 2000). Nas anotações das orfs 
presentes no genoma da bactéria, ainda existem várias delas com função não identificada. 
Desta forma, a caracterização funcional de proteínas produzidas por orfs não identificadas 
previamente,  ajudará no entendimento da biologia e da fitopatogenicidade da X. fastidiosa. 
É possível atribuir o mecanismo de patogenicidade de X. fastidiosa à disfunção do 
sistema de condução de água e sais minerais da planta por oclusão e ao desequilíbrio de 
reguladores de crescimento (Hopkins, 1989). Tal conjunto de alterações provoca necrose e 
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abscisão foliar, redução no crescimento vegetal, declínio do vigor e, finalmente, morte da 
planta infectada em estágios avançados da doença.  
As fases de desenvolvimento do biofilme microbiano já foram estabelecidas 
compreendendo a: I – fase de adesão inicial, caracterizada pela adesão de algumas células ou 
grupos de células a superfície a ser colonizada; II – fase de adesão irreversível devido à 
produção de EPS, o que contribui para uma adesão mais estável; III – início da maturação, 
quando se inicia a fase de estruturação e arquitetura do biofilme; IV – biofilme maduro, 
quando a densidade celular atinge seu maior grau e a arquitetura do biofilme é altamente 
complexa, e V – fase de dispersão, na qual alguns grupos de células se destacam do biofilme 




Figura 1 – (A) Espécies de cigarrinha que são capazes de transmitir X. fastidiosa. (B) 
Eletromicrografia do xilema de uma planta em estágio avançado de infecção. (C) Manchas 
amareladas em folhas de plantas doentes, semelhantes à deficiência por zinco. (D) 
Comparação entre frutos provenientes de plantas infectadas por X. fastidiosa  (frutos menores) 
e frutos derivados de uma planta sadia (frutos maiores). Adaptado de Manual técnico de CVC 






Figura 2 – Fases de desenvolvimento do biofilme microbiano. Fase 1: adesão inicial de 
células a superfície, corresponde ao 3º dia do crescimento in vitro. Fase 2: produção de EPS 
resultando na adesão firme e irreversível a superfície, 5º dia. Fase 3: desenvolvimento inicial 
da arquitetura do biofilme, 10º dia. Fase 4: maturação da arquitetura do biofilme, 20º dia. Fase 
5: dispersão de células do biofilme, 30º dia. Adaptado de Sauer et al. (2002). 
 
X. fastidiosa, além de causar doença em citros, também ataca diversos 
hospedeiros como: alfafa e videira (Goheen et al., 1973); pessegueiro (Hopkins et al., 1973), 
(Nyland et al., 1973), amendoeira (Mircetich et al., 1976); ameixeira (Hopkins, 1989); e 
cafeeiros (Paradela Filho et al., 1997). 
A formação do biofilme é uma das principais características de patogenicidade 
para algumas bactérias. O biofilme é formado através da associação entre células envoltas por 
uma camada de material secretado, constituído por substâncias poliméricas extracelulares, do 
inglês EPS – extracelullar polymeric substances, que protege as bactérias de substâncias 
nocivas (Cruz; Cobine; De La Fuente, 2012; Janissen et al., 2015). A constituição exata ainda 
permanece incerta, mas sabe-se que essa estrutura é formada por polissacarídeos, fragmentos 
de DNA, proteínas e peptídeos, e chegam a constituir até 90% da massa do biofilme 
(Yonezawa; Osaki; Kamiya, 2015).  
Como característico de bactérias Gram-negativas, X. fastidiosa é capaz de 
produzir vesículas da membrana externa (Ionescu et al., 2014). Tais nanoestruturas possuem 
entre 10 e 300 nm, possuem bicamada lipídica proveniente da membrana citoplasmática e da 
membrana externa e envolve o conteúdo presente no periplasma bacteriano (Haurat; 
Elhenawy; Feldman, 2015). As vesículas da membrana externa surgem como protuberâncias 
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da membrana externa formada por lipopolissacarídeo e contendo proteínas e fragmentos de 
DNA (Fig. 3) (Kuehn; Kesty, 2005).  
Várias evidências parecem colaborar com a hipótese de que a liberação das 
vesículas está baseado em alterações na estrutura de peptidoglicano, pois foi relatado que em 
linhagens de Porphyromonas gingivalis mutante para amidase, uma enzima que catalisa a 
hidrólise de ligações amida do peptidoglicano, leva a uma produção maior de vesículas da 
membrana externa. O comportamento oposto também foi visto, ou seja, a indução da 
produção de amidase leva a diminuição da quantidade de vesículas liberadas (Kim et al., 
2015). A possível justificativa para isso é que a mutação para a amidase leva ao acúmulo de 
substâncias relacionadas à composição da parede celular, estimulando a produção de vesículas 
(Hayashi; Hamada; Kuramitsu, 2002).  
Diversas suposições têm sido feitas a respeito da função das vesículas (Ellis; 
Kuehn, 2010; Schertzer; Whiteley, 2013, Kuipers et al., 2015). Dentre as hipóteses geradas, 
as vesículas podem auxiliar na dispersão de X. fastidiosa através da sua ligação com a parede 
dos vasos xilemáticos, dessa forma reduziria o contato da própria célula com as paredes das 
células e ela teria capacidade de colonizar mais eficientemente a planta (Ionescu et al., 2014). 
Funções adicionais têm sido especuladas quando a capacidade de ativar o resposta de defesa 
das plantas por carregar elicitores e fatores de virulência que ativam as resposta de 
hipersensibilidade das plantas (Ellis; Kuehn, 2010), assim como ajuda na colonização da 
bactéria em determinado ambiente (Ionescu et al., 2014; Kuipers et al., 2015; Olsen; Amano, 
2015). 
De acordo com Ionescu e colaboradores (2015), a produção de vesículas estaria 
associada ao aumento da capacidade de dispersão das bactérias dentro da planta, pois as 
vesículas se fixariam nos locais disponíveis do xilema, impedindo que as bactérias se 









Figura 3 – (A-C) Eletromicrografia de células e vesículas da membrana externa de X. 
fastidiosa. (D) Modelo para a formação da vesícula da membrana externa. Ao destacar-se 
carrega o material presente no periplasma bacteriano (PP) e é envolto também pela membrana 
externa (OM) composta de lipopolissacarídeos (LPS), mas não possui fragmentos de 
peptidoglicano (PG). Os outros compartimentos celulares referidos na figura são a membrana 









Figura 4 – Interação das vesículas da membrana externa (pequenos círculos vermelhos) com a 
parede dos elementos de vaso reduziria a capacidade de interação das células com a parede, 
facilitando a dispersão e consequentemente a patogenicidade (Ionescu et al., 2014) 
 
A seguir é apresentada uma descrição das principais características das proteínas 
que foram alvo de estudo desta tese, as quais estão envolvidas na biologia e fitopatogeniciade 
da X. fastidiosa.  
 
2.2. Reguladores Transcricionais da Família LysR 
 
Os reguladores transcricionais do tipo LysR (LTTR) são a família mais bem 
caracterizada do grupo de reguladores transcricionais. Eles são altamente conservados e 
abundantes entre as bactérias, com ortólogos funcionais identificados em Archaea e 
organismos eucariotos (Perez-Rueda; Collado-Vides, 2001; Sun; Klein, 2004; Stec et al., 
2006. 
A família LTTR foi primeiramente documentada por (Henikoff et al., 1988), que 
concluiram que havia pelo menos nove proteínas reguladoras transcricionais funcionais que 





apresentam similaridade de sequência aminoacídica com reguladores transcricionais de E. 
coli, Salmonella enterica serovar Typhimurium, Rhizobium spp. e Enterobacter cloacae. 
Originalmente as proteínas LTTRs foram descritos como ativadores 
transcricionais de um único gene divergente transcrito, que exibia autorregulação negativa 
(Lindquist et al., 1989 Parsek et al., 1994). Contudo, trabalhos posteriores consideraram as 
LTTRs como reguladoras transcricionais globais, atuando como ativadores ou repressores de 
um único gene ou operon (Hernandez-Lucas et al., 2008). 
Um fator muito importante para que as LTTRs realizem suas funções é a presença 
e atuação dos coindutores que podem variar de uma proteína a um íon. Geralmente, esses 
coindutores, participam de uma alça de feedback, na qual o produto ou composto 
intermediário de uma dada via metabólica ou de biossíntese (geralmente ativada por um 
LTTR) atua como a molécula co-indutora necessária para a ativação ou repressão 
transcricional (Celis, 1999;  Van Keulen et al., 2003; Picossi et al., 2007). Os sítios de ligação 
para os coindutores apresentam baixa similaridade entre os fatores de transcrição LysR e 
situam-se na extremidade C-terminal nos domínio denominados RD1 e RD2, siglas 
provenientes do inglês “regulatory domains” (Maddocks; Oyston, 2008). 
A conservação das LTTRs no genoma das bactérias implica que elas têm evoluído 
desempenhando um papel regulador importante sobre os genes. Esta regulação é exercida por 
meio de diversas funções semelhantes, cujos produtos podem estar envolvidos no 
metabolismo, na divisão celular, quorum sensing, virulência, motilidade, fixação de 
nitrogênio, respostas ao estresse oxidativo, produção e secreção de toxina (Maddocks; 
Oyston, 2008). 
Apesar do tamanho da família das proteínas LTTR e as diversas funções que os 
LTTRs desempenham, importantes regiões estruturais permanecem altamente conservadas. 
As proteínas LTTRs possuem cerca de 330 aminoácidos, sendo a região C terminal um 
domínio de ligação ao cofator e a região N-terminal uma sequência HTH (Fig. 5), que fornece 
um meio de ligação com o DNA. A sequência HTH está presente em grande parte dos LTTRs 
e aproximadamente em 95% de todas as 
proteínas de ligação a DNA em procariotos 





Figura 5 – Representação de um fator de transcrição LysR de Vibrio cholerae, AphB (PDB 
ID: 3SZP; Acesso NCBI: AAD45271), com destaque para a sua região N-terminal conservada 
(em azul e em vermelho) e o seu domínio de ligação ao DNA hélice-volta-hélice (HTH) em 
azul.  Figura gerada utilizando a ferramenta Pymol (Version 1.7.4 Schrödinger, LLC). 
 
2.3. Sistema Toxina-Antitoxina  
 
Os sistemas toxina-antitoxinas (TA) são ubíquos nos cromossomos bacterianos e 
seu papel na fisiologia bacteriana ainda é controverso. Várias hipóteses têm sido debatidas 
acerca das suas funções, sendo comprovada sua participação na formação de células 
persistentes (bactérias que são resistentes a antibióticos sem que tenha ocorrido mutação), 
controle do crescimento, regulação gênica e morte celular programada. No genoma, os 
sistemas toxina-antitoxina, geralmente, consistem de dois genes localizados em um operon e 
que codifica para duas proteínas: uma toxina estável, responsável por interromper um 
processo celular essencial, e uma antitoxina que pode se ligar à toxina e formar um complexo 
para neutralizar sua atividade (Fig. 6) (Wang et al., 2011). 
 
Figura 6 – Modo de ação do sistema toxina - antitoxina do tipo II. As proteínas são transcritas 
no mesmo operon e a antitoxina é suscetível à ação de proteases, resultando em toxinas livres. 
Fonte: Alterado de Yamaguchi, Y.; Park, J. H.; Inouye, M. (2011). 
 
 
Em X. fastidiosa estipe 9a5c, o operon toxina-antitoxina está delimitado por duas 







Proteína antitoxina Proteína toxina 
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mesma disposição de orfs é encontrada na X. fastidiosa estirpe Temecula e, de acordo com os 
autores, pode indicar que a aquisição desses genes provavelmente tenha acontecido por 






Figura 7 – Disposição dos genes para toxina e antitoxina em X. fastidiosa estirpe 9a5c. O 
operon está delimitado por genes relacionados a formação de fagos GPW e GPV. A toxina e 
antitoxina estão separadas por dois pb e possuem uma região promotora upstream à toxina 
com 218 pb. 
 
Inicialmente, os sistemas TA foram descobertos em plasmídeos, mas 
posteriormente foram encontrados nos cromossomos de diversas espécies de eubactérias e 
arqueobactérias (Yamaguchi, et al. 2011). Os sistemas TA são classificados em cinco grupos, 
detalhados a seguir. No grupo I, a regulação do gene da toxina é realizada por um RNA 
antissenso transcrito a partir de uma orf próxima ao gene da toxina, o qual age formando um 
dúplex de RNA com o RNA da toxina, impedindo assim a tradução da proteína 
correspondente à toxina (Gerdes; Wagner, 2007; Schuster; Bertram, 2013). O grupo II é 
caracterizado por um operon contendo os dois genes separados por aproximadamente um ou 
dois pares de bases. A toxina e a antitoxina formam um complexo estável, bloqueando a ação 
da toxina. Na maioria dos casos, o gene que codifica para a antitoxina se encontra antes do 
gene da toxina, de modo que ela seja produzida antes da toxina (Yamaguchi; Inouye, 2009). 
No grupo III, o RNA da antitoxina forma um complexo com a proteína tóxica, resultando na 
neutralização da sua toxicidade. Esse sistema se diferencia do grupo I, pelo fato do RNA da 
antitoxina não funcionar como um RNA antissenso para inibir a tradução da toxina (Schuster; 
Bertram, 2013). No tipo IV, a antitoxina protege o alvo da ação da toxina (Masuda et al., 
2012) e no tipo V, a antitoxina possui atividade de RNAse específica para o RNA da toxina 
(Wang et al., 2012). 
Levando em consideração os mecanismos envolvidos no funcionamento do 
operon toxina-antitoxina do tipo II, sabe-se que a antitoxina regula a atividade da toxina 
ligando-se a ela e formando o complexo proteína-proteína (Brown et al. 2013), acarretando na 
inibição da atividade de ribonuclease da toxina (Wang et al., 2011; Brown et al., 2011). 
Entretanto, a meia-vida dessas proteínas no meio intracelular é diferente: a toxina tende a ser 








Wood, 2011). Essas diferenças podem resultar em um acúmulo de toxinas livre (Franch, et al. 
1997; Cook et al. 2013). Além disso, a antitoxina possui capacidade para regular genes 
relacionados a estresse, além do próprio promotor do operon toxina-antitoxina (Wang; Wood, 
2011). 
Estudos envolvendo análise da expressão gênica demonstraram que o sistema 
toxina-antitoxina está envolvido com resposta a estresse (Wang, et al., 2011; Kwan et al.; 
2014) e patogenicidade, uma vez que esse sistema influencia na formação de células 
persistentes e formação de biofilme em E. coli (Wang; Wood, 2011) e em X. fastidiosa estirpe 
Temecula (Lee; et al. 2014). Essa influência se deve à regulação do fator sigma σS da RNA 
polimerase (rpoS) pela antitoxina. Quando a antitoxina é degradada, o rpoS é induzido, 
levando a um aumento da concentração de di-GMP (diguanilato cíclico monofosfato), 
favorecendo a adesão celular e a formação de biofilme. Já quando a antitoxina está ligada, as 
células tendem a permanecer na fase planctônica (Wang; Wood; 2012; Lord, et al., 2014; 
Yamaguchi, et al, 2009). Porém, quando analisamos o genoma da X. fastidiosa estirpe 9a5c, 
percebemos que ela não possui o gene rpoS. A proteína com maior similaridade é o fator 
sigma RpoH, a qual apresenta 25% de identidade com a proteína RpoS. A diferença entre eles 
é que o gene para o fator sigma rpoH está relacionado com estresse promovido por 
temperatura, enquanto a rpoS está relacionada com fase estacionária.  
Em E. coli, a antitoxina também está relacionada com a regulação negativa do 
gene cspD, o qual codifica para uma chaperona cold shock protein (Fig. 8A) que possui 
capacidade de inibir a replicação de DNA (Wang; Wood, 2011). Essa proteína apresenta 57% 
de identidade com a Xf2034, que também codifica para uma cold shock protein, e 
provavelmente é um dos genes regulados pela proteína XfMqsA, uma vez que, quando a sua 
região promotora é analisada, a seguinte sequência foi encontrada ACCT(N3)CAAATT na 
posição -12, onde os nucleotídeos sublinhados representam as variações de sequência (Fig. 
8B). 
Como demonstrado por Kim et al., (2010) e Wang et al., (2011), a proteína MqsA 
de E. coli é capaz de se ligar ao promotor do gene cspD e reprimir a sua transcrição. Em casos 
de estresses, a antitoxina é degradada pela Lon protease, reativando a transcrição do gene 
cspD, o qual inibe o crescimento celular, por inibir a replicação de DNA. Tal fato contribui 
para a formação de células persistentes. 
Em várias bactérias Gram-negativas, a indução de chaperonas relacionadas ao 
choque térmico está associada ao aumento na concentração de RpoH; entretanto os 
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mecanismos moleculares que controlam o equilíbrio de chaperonas e RpoH ainda não são 
totalmente conhecidos (El-Samad et al., 2005).  
Do ponto de vista biotecnológico, o interesse na exploração do sistema TA em 
humanos tem emergido principalmente para a supressão da replicação do vírus HIV. A 
construção de um vetor viral contendo o gene para a toxina MazF de E. coli, sob regulação do 
promotor HIV-1 LTR, posteriormente inserido em linfócitos T auxiliar CD4+. Após infecção 
desses linfócitos pelo HIV-1 a toxina foi produzida, acarretando em inibição da replicação 
viral sem afetar o crescimento da célula humana (Chono et al., 2011).  
 
Figura 8 – (A) Alinhamento da proteína codificada pela orf Xf2034 com a sua homóloga em 
E. coli, realizado utilizando a ferramenta ClustalW. A similaridade é de 57% entre as 
proteínas. (B) Análise da região promotora da orf Xf2034 com a presença de um possível 
motif de interação com a proteína XfMqsA (-12 a -23). Os nucleotídeos sublinhados são 
referentes às modificações de sequência quando comparadas ao motif presente no promotor 
do operon XfMqsA-XfMqsR.  
 
Recentemente, um sistema toxina antitoxina de X. fastidiosa estirpe Temecula 
(Lee et al., 2014), foi caracterizado no qual foi demonstrado a influência da toxina para 
formação de biofilme. No referido estudo foi demonstrado que o mutante X. fastidiosa estirpe 
Temecula MqsA (antitoxina), apresentaram maior capacidade de formação de biofilme, pois 
a toxina se encontra livre dentro da célula. 
O operon toxina antitoxina funciona de modo equilibrado, onde qualquer 
desequilíbrio pode levar ao excesso de toxina livre, podendo ser benéfico ou maléfico para a 
bactéria. Este sitema poderá sinalizar a formação de células persistentes e/ou biofilme nos 
casos em que haja excesso de toxina. Por outro lado, o crescimento normal será recuperando 
quando antitoxina for produzida, levando a inibição da toxina e aumento da motilidade (Lee et 
Xf2034_X.fastidiosa MQSGTVKWFSDQKGFGFISPDDGTPEVFAHYSGINSKGFRSLHEGQRVTYDVTQGPKGPQ 60 
cspD_E.coli MEKGTVKWFNNAKGFGFICPEGGGEDIFAHYSTIQMDGYRTLKAGQSVQFDVHQGPKGNH 60 
*:.******.: ******.*:.*  ::***** *: .*:*:*: ** * :** ***** : 
Xf2034_X.fastidiosa ASNITPI------- 67 













al., 2014; Barrios 2006). Entretanto, a caracterização dessas proteínas in vitro não foi até o 






Realizar a caracterização funcional e bioquímica do fator de transcrição 
codificado pela orf Xf1480 (XfYcjZ) e do sistema toxina-antitoxina codificado pelas orfs  
Xf2162 e Xf2163 (proteínas XfMqsR e XfMqsA), a fim de verificar o envolvimento destas 
proteínas na patogenicidade de X. fastidiosa. 
 
3.1 – OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
 Clonar as orfs Xf1480 (XfYcjZ), Xf2162 (XfMqsR) e Xf2163 (XfMqsA) 
expressar e purificar as proteínas produzidas por elas; 
 Analisar o enovelamento secundário das proteínas recombinantes expressas e 
purificadas por meio de dicroísmo circular; 
 Realizar a caracterização hidrodinâmica das proteínas purificadas por meio de 
cromatografia de exclusão por massa molecular e ultracentrifugação analítica; 
 Caracterizar termodinamicamente a interação entre as proteínas XfMqsR e 
XfMqsA; 
 Analisar a interação com promotores por meio de ensaio de retardamento da 
mobilidade eletroforética (EMSA - Electrophoretic Mobility Shift Assay) 
utilizando a proteína XfYcjZ e seu próprio promotor, bem como a proteína 
XfMqsA com o promotor do operon. 
 Realizar teste de atividade RNAse com a proteína XfMqsR e sua inibição com 
a proteína XfMqsA; 
 Avaliar estabilidade térmica do complexo XfMqsR/XfMqsA e compará-la com 
as proteínas individualmente. 
 Avaliar o perfil de expressão das proteínas por western blotting durantes as 
fases de desenvolvimento de X. fastidiosa por meio de anticorpos policlonais 
contra as proteínas alvo; 




4 – RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
Os resultados e discussão foram organizados em duas partes: 
 
(I) Na Parte 1 é apresentado o manuscrito intitulado “Characterization of the 
LysR-type transcriptional regulator YcjZ-like from Xylella fastidiosa overexpressed in 
Escherichia coli”,  publicado no periódico Protein Expression and Purification, o qual 
apresenta todos os resultados obtido para a proteína XfYcjZ. 
 
(II) A segunda parte dos resultados é apresentada na forma de um manuscrito, o 
qual contém todos os resultados obtidos na caracterização funcional das proteínas do sistema 











“Characterization of the LysR-type transcriptional regulator YcjZ-like 




Autores: André S. Santiago, Clelton A. Santos, Marcelo A.S. Toledo, Juliano S. Mendes, 
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O conjunto de dados referentes às ORFs XfMqsR e XfMqsA foram compilados 
em forma de artigo e submetido ao periódico Molecular Plant Pathology, intitulado "Xylella 
fastidiosa secretes the antitoxin of a toxin-antitoxin system homologous to MsqR/MsqA from 
Escherichia coli." com número de registro MPP-AO-15-159, apresentado a seguir.  
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4.2. ARTIGO 2 
 
“Xylella fastidiosa secretes the antitoxin of a toxin-antitoxin system 
homologous to MsqR/MsqA from Escherichia coli” 
 
 
Autores: André da Silva Santiago, Juliano Sales Mendes, Clelton Aparecido dos Santos, 
Marcelo Augusto Szymanski de Toledo, Lílian Luzia Beloti, Aline Crucello, Maria Augusta 
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The mechanisms involved in biofilm formation remain unknown. Therefore, 
elucidating how some bacteria form biofilms is a major barrier to understanding the 
progression of diseases caused by biofilm-producing bacteria. Several investigations found 
that the toxin-antitoxin operon is related to biofilm formation. This operon is composed of a 
toxin with RNAse activity and its cognate antitoxin, which is able to inhibit toxin activity. In 
this study, we report the characterization of a toxin-antitoxin system from Xylella fastidiosa 
that is homologous to MqsR-MqsA of Escherichia coli. Using a kit to detect RNAses, we 
demonstrated that XfMqsR has the capacity to degrade RNA and is inhibited by XfMqsA. 
Using size-exclusion chromatography, the interaction between these heterologous proteins 
was demonstrated to occur at a 1:1 ratio; moreover, denaturing circular dichroism revealed 
that the complex is more thermoresistant than either isolated protein. Calorimetry showed a 
high affinity between these proteins, with a Kd of 0.785±0.241 nmol.L
-1
. We also 
demonstrated that these proteins are differentially expressed during the planktonic and biofilm 
phases. In addition, our findings showed that the antitoxin is secreted into the extracellular 





Genes encoding the toxin-antitoxin (TA) operon are widespread among bacteria 
and archaea (Gerdes, 2012). This operon can be present in plasmids or chromosomes, and its 
genes are co-expressed under the regulation of the same promoter, which is negatively 
autoregulated by the antitoxin via its DNA-binding domain (Hayes and Kedzierska, 2014). 
Physiologically, the TA operon is involved in post-segregational killing, which can induce the 
death of cells that fail to inherit a plasmid (Brzozowska, and Zielenkiewicz 2013; Park et al., 
2013) and the formation of persister cells, which confer antibiotic tolerance to bacterial 
populations lacking genetic mutations and biofilm formation (Gerdes, 2012; Germain et al., 
2015).  
TA systems were initially discovered in plasmids but were later encountered in 
the chromosomes of myriad species of bacteria and archaea (Yamaguchi et al., 2011). These 
operons are classified according to the mode of action of the antitoxins, which can be a 
protein or RNA and which are classified into five groups (Gerdes and Wagner, 2007; Wang et 
al., 2012; Brantl and Jahn, 2015). The proteins in this study belong to type II, which is the 
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most common type. In Type II systems, the proteins consist of a stable toxin and a labile 
antitoxin and the respective genes are separated by two nucleotides and are regulated by the 
same promoter.  
The antitoxin regulates the activity of the toxin via the formation of a toxin-
antitoxin complex (Brown et al., 2013). The complex inhibits the ribonuclease activity of the 
toxin and allows the cell to recover its normal growth rate (Wang et al., 2011; Brown et al., 
2011). However, the half-lives of these proteins are different: the toxin tends to be stable, but 
the antitoxin is susceptible degradation by the Lon protease (Wang and Wood, 2011). This 
differential regulation can result in increased accumulation of free toxins following antitoxin 
degradation (Franch et al., 1997; Cook et al., 2013). Moreover, the antitoxin possesses the 
capacity to regulate not only the TA operon but also detoxification-related genes (Wang et al., 
2011). 
Gene expression studies have revealed that the TA operon is involved in the stress 
response (Wang et al., 2011; Kwan et al., 2014) and pathogenicity because the persister cell 
generation and biofilm formation are influenced by TA system expression in E. coli (Wang 
and Wood, 2011) and in the Xylella fastidiosa strain Temecula (Lee et al., 2014). This 
influence is due to the regulation of the RNA polymerase sigma factor σS by the antitoxin. 
When the antitoxin is degraded by the Lon proteases, rpoS and c-di-GMP are induced, leading 
to cell adhesion and biofilm formation. When the antitoxin is bound to the rpoS promoter, the 
cells are biased towards the planktonic phase (high motility) (Wang and Wood, 2011; Lord et 
al., 2014; Yamaguchi et al., 2009). 
These factors are a matter of concern related to the yield of several crops and to 
human diseases. Biofilms are involved in the pathogenicity of several species because they 
confer resistance to antibiotics and other chemicals used to control the bacterial population 
(Kouzel et al., 2015; Ruhl et al., 2014) (e.g., X. fastidiosa (Caserta et al., 2013; Janissen et al., 
2015), Neisseria meningitides (Arenas et al., 2015); Streptococcus pneumonia (Domenech et 
al., 2015) Salmonella enterica O’Leary et al., 2015) and Peseudomonas syringae 
(Chowdhury; Jagannadham, 2013).  
This study focuses on X. fastidiosa, a Gram-negative, fastidious, xylem-limited 
bacterium (Simpson et al. 2000) the database for this species is available at 
http://www.xylella.lncc.br/xf-webbie/final/main.html#. In Brazil, Xylella fastidiosa strain 
9a5c is the causal agent of the citrus variegated chlorosis, which affects many crops 
(Muranaka et al., 2012). The pathogenicity of X. fastidiosa is related to its capacity to develop 
a biofilm in the xylem vessels, resulting in hydric deficiency, hindrance of nutrient transport 
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and death in the later stages of infection (Rodrigues et al., 2013). It was demonstrated that two 
TA systems from the X. fastidiosa strain Temecula play an important role in increasing 
biofilm mass and persister cell formation (Lee et al., 2014).  
Another important feature related to Gram-negative bacteria is their capacity to 
produce outer membrane vesicles (OMV), which are 20 to 300 nm in diameter (Ionescu et al., 
2014; Schertzer and Whiteley, 2013, Kuipers et al., 2015; Ellis and Kuehn, 2010). Recently, it 
was reported that X. fastidiosa is able to produce and release OMVs, leading to the hypothesis 
that OMV secretion is related to the capacity of X. fastidiosa to spread throughout the plant 
xylem (Ionescu et al., 2014). OMVs have been reported to carry virulence factors and toxins 
(Ellis and Kuehn, 2010; Altindis and Mekalanos, 2014), however, their role in pathogenicity 
is not completely understood (Schertzer and Whiteley, 2013; Kuehn and Kesty, 2005). OMVs 
are involved in the modulation of immune responses, the secretion of antibacterial 
compounds, the facilitation of bacterial spreading and protection from the environment 
surrounding the cell by preventing other cells from colonizing the same site (Ionescu et al., 
2014; Kuipers et al., 2015; Olsen and Amano, 2015).  
This work aimed to characterize the orfs Xf2162 and Xf2163 of X. fastidiosa strain 
9a5c, which were classified in the X. fastidiosa database as a hypothetical protein and an 
HTH-type transcriptional regulator, respectively, and also identified as XF2490 and XF2491 
according to the previous genome annotation. Using tools for sequence prediction, we 
identified these proteins based on homology. Then, functional and biochemical approaches 
were applied to characterize a type II XfMqsR/XfMqsA system. This work focused on 
XfMqsA, which was found to display a novel subcellular localization; this result suggests that 
XfMqsA performs an extracellular function. 
 
2. EXPERIMENTAL PROCEDURES 
 
2.1 Cloning, expression and purification–  
The ORFs Xf2162 (303 bp; NCBI nº. AAF85288.1) and Xf2163 (402 bp; NCBI 
nº. AAF85289.1) were amplified from the genomic DNA of X. fastidiosa using the following 
specific primers: XfMqsA: forward, CAAGGACATATGACCATGAGATGTCC, and 
reverse, ACGGCTCGAGACTCTTCACTTCG; XfMqsR: forward, 
ATGGCATATGGAGAAAGGCAC, and reverse, GGACATCTCGAGGTCATAACTCC. 
The forward primer contained an NdeI restriction site, and the reverse primer contained a 
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XhoI restriction site. After digestion, XfMqsA was cloned into pET29a, and the toxin was 
cloned into pET28a; then, they were inserted into competent C43 (DE3) cells.  
Protein expression was induced via the addition of lactose at a final concentration 
of 5.6 mmol.L
-1
 after the OD600 reached 0.6 for XfMqsA and 1.0 for XfMqsR, and the cells 
were grown at 37ºC with shaking at 250 rpm. Then, the temperature was reduced to 25ºC, and 
the cells were grown with shaking at 250 rpm for 12 h. The cells were centrifuged, and the 
pellet was stored at -20ºC. 
To accomplish protein purification via affinity chromatography using a nickel-
nitrilotriacetic acid (Ni-NTA) column, the pellet was suspended in phosphate buffer (25 
mmol.L
-1
 sodium phosphate (pH 7.8), 150 mmol.L
-1
 NaCl, and 20 mmol.L
-1
 β-
mercaptoethanol). The cells were disrupted via sonication for 8 cycles of 1 min of sonication 
and 5 min of rest (Cole Parmer Ultrasonic Homogenizer 4710). The supernatant was loaded 
by gravity in the Ni-NTA resin column, and the protein was eluted using an imidazole 
gradient as follows: the toxin and antitoxin were eluted with imidazole at concentrations of 50 
mmol.L
-1
 and 100 mmol.L
-1
, respectively. Both proteins were separated from contaminants 
using a Superdex 200 10/300 (GE Healthcare) gel filtration column as described below. 
 
2.2 – Analytical size-exclusion chromatography –  
 Analytical size-exclusion chromatography was used to determine the oligomeric 
conformations of both proteins. A Superdex 200 10/300 pre-packed column (GE LifeScience) 
was used at a flow rate of 0.4 mL/min. After equilibration with sodium phosphate buffer, 7 
μmol.L-1 of each protein was applied and detected using a UV-VIS flow cell at 280 nm. To 
obtain the XfMqsR-XfMqsA complex, the proteins were mixed at concentrations of 7 μmol.L-
1 
each and incubated for 12 h at 25ºC; then, they were applied at a 1:1 ratio under the same 
conditions described above.  
 
2.3 – Circular dichroism and thermal unfolding –  
The fractions corresponding to the proteins were dialyzed in sodium phosphate 
buffer (10 mmol.L
-1
 sodium phosphate (pH 7.8) and 1 mmol.L
-1
 tris(2-
carboxyethyl)phosphine (TCEP). The far-UV circular dichroism (CD) spectra of recombinant 
XfMqsR and XfMqsA were measured using a JASCO J-810 spectropolarimeter (dichrograph; 
Japan Spectroscopic; Japan). The assays were performed in a quartz cuvette with a path length 
of 1 mm, and 10 measurements were recorded at 222 nm at a rate of 50 nm.min
−1
 at 25°C for 
the toxin and the antitoxin at concentrations of 21 and 20 μmol.L-1, respectively.  
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Each protein was unfolded separately at a concentration of 10 μmol.L-1 to obtain 
the melting temperature (Tm). Then, the proteins were mixed and incubated for 12 hours at 
25°C to enable their interaction. Both proteins were subjected to the same experimental 
conditions. The temperature was adjusted from 20ºC to up to 90°C, with an increase of 1°C 
per minute, followed by a decrease of 1°C per minute until the temperature reached 20°C. 
 
2.4 – Isothermal calorimetry – ITC 
The heterologous proteins obtained via affinity chromatography in the Ni-NTA 
column and via size exclusion chromatography were dialyzed in sodium phosphate buffer (25 
mmol.L
-1
 sodium phosphate (pH 7.8), 150 mmol.L
-1
 NaCl, and 0.3 mmol.L
-1
 TCEP) for 16 
hours at 25ºC. 
An Auto iTC 200 calorimeter (MicroCal, Northampton, MA, USA) was used to 
determine the binding constant and heat of the interaction. XfMqsR was used as the titrant at a 
concentration of 100 μmol.L-1, and XfMqsA was used as the titrand in the cell at a 
concentration of 10 μmol.L-1. Thirty-three injections containing 1 μL of XfMqsR were titrated 
at 25
°
C under 1000 rpm with 300 s intervals between each injection. 
The obtained heat signals from the raw ITC data were integrated using Origin 
software (MicroCal, Inc.). The heat from the reference buffer and the titrant, which is the heat 
due to the diffusion of the protein in the buffer, was subtracted to calculate the corrected heat 
release. A single-site binding isotherm model was used to match the data and to assess the 
dissociation affinity (Kd), enthalpy (ΔH), entropy (ΔS), and the binding stoichiometry (N). 
 
2.5 – Electrophoretic mobility shift assay (EMSA) –  
Two DNA fragments from the region upstream of the promoter were tested. This 
region consisted of 216 bp and was divided into two fragments. The first was 113 bp in length 
and was amplified using the primers AGCTTGGGGGGACTCACC and 
CCTGAGACGACGTTATCAGAACC (forward and reverse, respectively), and the second 
was 126 bp in length and was amplified using the primers 
GGTTCTGATAACGTCGTTCTCAGG and CTCCATGCACCATTTTAACTTATTAGG 
(forward and reverse, respectively). The latter sequence corresponds to position -210 to -97, 
and the former sequence corresponds to the region from position -120 to the initial ATG. To 
assess the interaction between XfMqsA and these DNA fragments, 100 ng of each fragment 
were mixed with increasing concentrations of XfMqsA in its dimeric form at the following 
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ratios of DNA:XfMqsA: 1:0; 1:1; 1:2; 1:5; 1:10; 1:20 and 1:50. The mixtures were incubated 
for 2 hours at 25ºC and then applied to a 2% agarose gel at 40 V for 4 hours. 
 
2.6 – RNase activity essay – 
The RNAseAlert Kit (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) was used to investigate 
whether XfMqsR possesses RNAse activity. The reactions were performed in a 96-well flat-
bottom plates in a total volume of 50 μL. A total of 5 μmol.L-1 of each heterologous protein 
were mixed with 5 μL of fluorescent substrate and 5 μL of 10X RNaseAlert lab test buffer. 
After adding the protein, the plate was immediately placed in the fluorometer (2300 EnSpire 
Multimode Plate Reader, Perkin-Elmer). The reactions were monitored for 200 min using 
excitation/emission wavelengths of 490/520 nm. The proteins were solubilized in buffer 
containing 25 mmol.L
-1
 (pH 7.8) phosphate and 150 mmol.L
-1
 NaCl. RNAse A was used as a 
positive control according to the manufacturer’s instructions.  
Additionally, RNAse activity was visualized in an agarose gel. Increasing 
concentrations of XfMqsR were mixed with 800 ng of total RNA from X. fastidiosa and 
incubated for 30 min at 25°C; then, the RNA was applied to a 1% denaturing agarose gel at 
80 V for 2 h.  
 
2.7 – Protein expression based on Western blot  
X. fastidiosa cells were inoculated in 50 mL of periwinkle wilt GelRite or PWG 
broth (0.4% w/v phytone peptone, 0.1% w/v trypticase peptone, 7.35 mM KH2PO4, 6.89 mM 
K2HPO4, 1.62 mM MgSO4, 0.001% w/v hemin chloride, 0.002% g/L phenol red, and 0.4% 
w/v glutamine, pH 6.8) at an initial OD600 of 0.3, at 150 rpm and 25°C. The cells were 
collected 3, 5, 10, 15, 20 or 30 days after inoculation. Total protein samples were extracted 
via sonication in buffer (50 mmol.L
-1
 sodium phosphate, 300 mmol.L
-1
 NaCl, 0.2% Tween-
20, 20 mmol.L
-1
 β-mercaptoethanol and 3 mmol.L-1 EDTA). We used the Ultrasonic 
Homogenizer 4710 Series (Cole Parmer) set at a potency of 70% for four rounds of sonication 
of 20 sec each.  
The extracts were quantified using the Pierce BCA Protein Assay Kit (Rockford, 
IL, USA) according to the manufacturer’s instructions. Then, 5 µg of total protein were 
applied to a 13.5% SDS-PAGE gel. After migration, the proteins were transferred to a 
nitrocellulose membrane using a Trans-Blot SD Semi-Dry apparatus (Bio-Rad) with constant 
voltage of 25 V for 20 min. Then, the membrane was blocked with 5% BSA for 8 h in TTBS 
buffer (0.1% Tween-20, 136 mmol.L
-1
 NaCl, 2.6 mmol.L
-1
 KCl, and 25 mmol.L
-1
 Tris, pH 
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7.5). The solution was replaced with primary antibody obtained from serum from a rabbit 
immunized with the heterologous protein (1:4000 for the toxin and 1:1000 for the antitoxin), 
and the membrane was incubated overnight. Then, the secondary antibody (peroxidase-
conjugated anti-rabbit IgG, 1:20,000) was applied for 4 h. Subsequently, the membrane was 
incubated in electrochemiluminescence (ECL) detection reagent (1:1 ratio of A:B; GE 
Healthcare), wrapped in thin plastic and placed in the BAS 2325 Cassette (Fujifilm). 
Hyperfilm ECL (GE Healthcare) was allowed to absorb the chemiluminescence for 30 sec in 
a dark room prior to insertion of the film into the RP X-OMAT M6B developer (Kodak). 
The band intensities were calculated using the GS-800 calibrated densitometer 
(Bio-Rad). The X-ray films were scanned under a green filter at 600 dpi. Quantity One 4.6.3 
software (Bio-Rad) was utilized to quantify the Western blots. 
 
2.8 – Detection of XfMqsA in the culture supernatant 
 
X. fastidiosa was inoculated in 50 mL of PWG broth. The cells were collected on 
days 3, 5 10, 20 and 30 based on previous studies of biofilm development (Caserta et al., 
2010). The media were centrifuged at 4000 rpm to precipitate the cells. Then, the supernatants 
were filtered with 0.22 m membranes to completely remove the bacteria. The supernatant 
was lyophilized and suspended in 4 mL of water. An aliquot of 1 mL was treated with 100 
mmol.L
-1
 dithiothreitol for 1 h and 300 mmol.L
-1
 iodoacetamide for 30 minutes. Then, 75 ng 
of trypsin was added to accomplish digestion in solution. 
The peptides were chromatographically separated in a nanoAcquity UPLC 
(WATERS) in two columns in line with a Q-TOF-Micro mass spectrometer (Micromass). The 
first column (referred to as the trapping column) was 5 μm x 180 μm x 20 mm, and the second 
column was 1.7 μm x 100 μm x 100 mm; the samples were eluted at a flow rate of 0.6 μL/min 
for 50 min. An acetonitrile gradient was set up as follows: initial elution with 1% v/v 
acetonitrile for 1 min, increasing from 1% to 50% until 40 min, increasing from 50 to 85% 
until 45 min, maintaining at 85% for 2 min and then decreasing to 1% until completion at 50 
min. 
The peptides were ionized at 3000 V and fragmented using collision energy 
ranging from 20 to 95 eV according to the m/z and the size of the peptides, considering a 
charge state ranging from 2+ to 4+. 
The spectra for the fragmentation patterns were analyzed using ProteinLynx 
Global Server 2.4 software (WATERS). The peptide sequences were compared with the 
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SwissProt database for tryptic digestion considering missed cleavage at up to one site and a 
maximal error of 30 ppm. 
2.9 – OMV sedimentation and protein extraction   
Vesicle separation was accomplished based on the method of Voegel (Voegel et 
al 2010). The bacteria were centrifuged; then, the supernatant was recovered and filtered with 
a 0.22 m membrane. The supernatant was centrifuged at 100,000 x g for 4 hours (L8-80M 
Ultracentrifuge, Beckman) and the pellet was washed twice with water, centrifugued at 
100,000 g for 2 hours to remove extracellular proteins. The precipitate was treated with 
lysozyme for 10 minutes, suspended in 150 L of Laemmli buffer (0.1% β-mercaptoethanol, 
0.0005% Bromophenol blue, 10% glycerol, 2% SDS, and 63 mmol.L
-1
 Tris-HCl, pH 6.8) and 
then sonicated 3 times for 5 seconds each using the Cole Parmer 4710 series ultrasonic 
homogenizer. The extract was subjected to SDS-PAGE and Western blot as described above 






3.1 – Identification of the proteins based on sequence similarity –  
Initially, the XfMqsR and XfMqsA sequences were annotated as a conserved 
hypothetical protein and an HTH-type transcription regulator, respectively. Based on 
comparative analysis using the annotated proteins and alignment tools, we identified the 
proteins as components of a TA system homologous to a TA system in E. coli for which a 
structure determined by X-ray crystallography was available. The toxin shared up to 61% 
sequence similarity (Fig. 1A), and the antitoxin shared 42% sequence similarity (Fig. 1B).  
Sequence alignment analysis using the primary sequences based on the models of 
the MqsR/MqsA system from E. coli showed that the XfMqsA sequence possesses two 
domains: a putative zinc-finger at the N-terminal CXXC (residues 3-6 and 37-40) and a well-
conserved C-terminal XRE-HTH DNA-binding motif domain that encompasses domains α2, 
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α3, α4 and α5 (residues 74-127). These N- and C-terminal domains displayed 28% and 59% 
similarity with E. coli, respectively (Fig. 1B).  
The most similar residues to XfMqsR were located in the β-sheet regions. 
Although RNAse activity was detected, the primary sequence did not display similarity to the 
RNAse domain. No domains in the toxin were predicted to be involved in RNAse 
activity or protein interaction.  
 
3.2 – Cloning, expression and purification  
After the analysis of the ORF sequences, XfMqsR was cloned into pET28a, and 
XfMqsA was cloned into pET29a. The former clone produced a 13.2 kDa His-tagged protein 
with a pI of 8.7, and the latter clone produced a 15.94 kDa His-tagged protein with a pI of 
6.74. Positive colonies containing the respective inserts were selected, and the induced 
recombinant proteins were produced with stable conformations based on size-exclusion 
chromatography (Fig. 2A). The insertion of the His-tag into the C-terminal end of XfMqsA 
proceeding from the pET29a was critical for the suitable conformation of the N-terminus 
because when the protein was cloned into pET28a, including the His tag at the N-terminus 
disturbed the suitable conformation of the region containing the zinc finger, resulting in 









Fig. 1. Sequence alignment analysis and protein structure prediction of XfMqsR and 
XfMqsA. (A) The amino acid sequences of XfMqsR (NCBI Reference Sequence 
AAF85288.1) and the E. coli protein MqsR (GenBank ID Q46865.1) were aligned using the 
ClustalW2 server (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/), revealing high identity (61%). 
Conservation between identical amino acid residues is indicated by an asterisk; residues with 
strongly similar properties are shown by a double-dot; and weakly similar properties are 
represented by a single dot. The residues involved in the protein-protein interaction that 
corresponded to E. coli protein residues are boxed. (B) The amino acid sequences of XfMqsA 
(NCBI Reference Sequence AAF85289.1) and the E. coli protein MqsA (GenBank ID 
CAQ33360.1) were aligned using the ClustalW2 server 
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/), revealing high identity (42%). Conservation 
between identical amino acid residues is indicated by an asterisk; residues with strongly 
similar properties are shown by a double-dot; and weakly similar properties are represented 
by a single dot. The two zinc finger motifs are underlined. The residues involved in the 
interaction with XfMqsR that corresponded to E. coli protein residues are placed in a dotted 
box. The residues involed in promoter recognition that corresponded to the E. coli protein and 




Fig. 2. Hydrodynamic properties of the interaction between XfMqsR and XfMqsA. (A) 
Chromatogram of the analytical size-exclusion chromatography experiments for the 
recombinant purified toxin and antitoxin.The toxin and the antitoxin are represented by the 
black and red lines, respectively, and the complex is represented by the blue line. (B) SDS-
PAGE (15%) of the fractions eluted during the analytical size-exclusion chromatography 
experiment. XfMqsR was 13.1 kDa, and XfMqsA was 15.94 kDa. (C) Analysis of complex 
thermostability. The spectra at 222 nm represent the losses of protein structure with increasing 
temperature. The Tms obtained were 37ºC for the antitoxin, 62.5°C for the toxin and 70ºC for 
the complex. (D) Determination of the dissociation constant (Kd) of the interaction based on 
ITC. The characteristics of the interaction curve revealed a high-affinity thermodynamically 
favorable interaction at a protein molar ratio of 1:1; for this interaction, H was -8609±36.51, 
and S was 11.8 cal/mol/deg. 
 
Both proteins were purified by the same two methods (affinity chromatography 
using the Ni-NTA column and size-exclusion chromatography) to remove undesirable 
proteins, resulting in high purity solutions. The proteins were present in the soluble phase and 
formed secondary structures based on circular dichroism (data not shown).  
The purification of XfMqsA and XfMqsR resulted in yields of 10 mg/L and 0.4 
mg/L, respectively. The low production per liter of XfMqsR may have occurred due to its 
RNAse activity, which results in slower cell growth to reach the desired OD600.
 
Our 
hypothesis is that the basal level of XfMqsR expression can delay the cell growth That was 
the reason why the cells were induced at high O.D.600. Therefore, a high amount of this 
protein inside the cells may be detrimental to further protein production.  
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3.3 – Interactions of these proteins based on size-exclusion chromatography 
 
To confirm the formation of a stable complex in vitro, the heterologous proteins, 
which eluted as unique peaks via size-exclusion chromatography, were mixed at a 1:1 ratio (7 
mol.L-1 each). This mixture was injected into the same pre-packed column. The detection of 
a fraction representing the complex demonstrated that the proteins were completely bound at a 
1:1 ratio following incubation for 12 h, as no peak that represented the isolated proteins was 
observed (Fig. 2A). The peaks corresponding to the XfMqsA, XfMqsR and the complex 
eluted at retention volumes of 13.5 mL, 16 mL and 18 mL. When fitted to the calibration 
curve generated using protein standards, the apparent molecular weights obtained were 31.6 
kDa for XfMqsA and 16.9 kDa for XfMqsR, which corresponded to dimeric and monomeric 
forms, respectively (data not shown). The proteins eluted at the peaks were separated via 15% 
SDS-PAGE (Fig. 2B), and the results confirmed that both XfMqsA and XfMqsR were present 
in the complex. 
 
3.4 – Thermal stability analysis based on circular dichroism 
 
Both proteins displayed absorption of polarized light at 222 nm, which was the 
wavelength chosen for the analysis of unfolding due to increasing temperature. XfMqsA 
showed a Tm of 37.8ºC and displayed a high capacity to recover its secondary structure, as 
approximately 86% of the protein that unfolded at 90 ºC was able to restore its α-helix 
structure when the temperature returned to 20ºC. XfMqsR displayed a high Tm (62.5ºC), but 
was not able to recover any of its secondary structure after unfolding at 90ºC. Surprisingly, 
the complex showed high thermostability, displaying a higher Tm (70.5ºC) than either protein 
alone, and was able to recover 50% of its secondary structure (Fig. 2C). 
 
3.5 – Isothermal titration calorimetry (ITC) 
 
After subtracting the heat provided by the buffer, we obtained the specific heat of 
the interaction at the molar ratio involved in complex formation. The interaction was 
characterized by strong binding due to a pronounced slope, revealing a nanomolar affinity 
(Fig. 5). After fitting, the ITC experiment revealed a dissociation constant of 0.785±0.241 
nmol.L
-1
 and a 1:1 stoichiometry. We found that H was -8609±36.51 and that S was 11.8 
cal/mol/deg, indicating that complex formation is thermodynamically favorable (Fig. 2D). 
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3.6 – Shift assay 
 
As demonstrated by the sequence comparison, XfMqsA possesses a XRE-HTH 
DNA-binding domain located between residues 74 and 127, which indicates its possible 
capacity for transcriptional regulation. Therefore, we investigated its ability to interact with its 
own promoter using an EMSA. The antitoxin has been documented to possess a regulatory 
capacity for its own promoter and for genes involved in oxidative stress (Hayes and 
Kedzierska, 2014; Brown et al., 2013). A DNA fragment was chosen as a negative control; 
this fragment was located farther from the initial ATG and encompassed positions -210 to -97 
(Fig. 3A). The putative promoter consists of the region from position -120 to the initial ATG 
and encompasses putative motifs and regulatory sites (Fig. 3C). The absence of a nonspecific 
interaction was confirmed because there was no shift in the migration of the fragment (Fig. 
3B). In contrast, the 126 bp fragment, which corresponds to the region closer to the initial 
ATG, was shifted following the addition of increasing amounts of protein. A weak interaction 
was observed at 1:2 and 1:5 DNA:protein molar ratios, and these interactions may be the 
result of a specific interaction. However, the greater shift with increasing molar ratios may 
have occurred due to nonspecific interactions between XfMqsA and other nucleotides outside 
the recognition motif (Fig. 3D).  
 
 
Fig. 3. Shift assay of the fragment correspondening to the negative control and the likely 
promoter. (A) Sequence of the 113 bp fragment that includes nucleotides -210 to -97. (B) 
Shift assay with increasing concentrations of antitoxin. (C) Sequence of the 126 bp fragment 
that includes nucleotides -120 to the initial ATG. (D) Shift assay with increasing 
concentrations of antitoxin. 
 
 




After we confirmed the interaction between these proteins, quantitative analysis 
was applied to measure RNAse activity. To this end, the purified heterologous proteins were 
assessed using the RNAse Alert Kit. XfMqsR showed RNAse activity, but its activity was 
less than that of the positive control, RNAse A, because XfMqsR is sequence-specific and 
because RNAse A cleaves the phosphodiester bond between the 5'-ribose of a nucleotide and 
the phosphate group attached to the 3'-ribose of an adjacent pyrimidine nucleotide. XfMqsA 
was able to inhibit the XfMqsR activity, as the relative fluorescence released when both 
proteins were present was lower than that emitted in the presence of XfMqsR alone. There 
was no RNAse contamination, as no fluorescence was released from the negative control (Fig. 
4A). The RNAse activity was also visualized in an agarose gel, in which the bands 
corresponding to the 23S, 16S and small RNAs (sRNA) were completely digested by 
XfMqsR (Fig. 4B). 
 
Fig. 4. Assessment of the RNAse activity of the toxin. (A)Fluorimetric measurement of 
toxin activity and its inibition by the antitoxin. The pink line represents the negative control, 
and the green line represents toxin inhibition by the antitoxin. The blue line represents toxin 
activity, and the black line represents the activity of the positive control RNAse A. (B) 
Visualization of digested RNA in a 1% denaturing agarose gel in the presence of increasing 
concentrations of XfMqsR. Lane 1, 800 ng of total RNA without XfMqsR. Lane 2, 800 ng of 
total RNA with 1 mol.L-1 XfMqsR. Lane 3, 800 ng of total RNA with 2 mol.L-1 XfMqsR. 










After confirmation of their capacity to interact and form a complex, we analyzed the 
expression profiles of XfMqsR and XfMqsA during the growth phases of X. fastidiosa strain 
9a5c via western blot using polyclonal antibodies. The cells in both the planktonic and biofilm 
phases were analyzed because cells in these two phases were previously demonstrated to 
exhibit different expression patterns associated with X. fastidiosa development (Muranaka et 
al. 2012). 
Alterations in the levels of these proteins were observed during the planktonic phase, 
detected as a variation on the 10th day: the antitoxin level was undetectable, whereas the toxin 
was detected. On the 15
th
 day, the antitoxin level was very low, and the toxin was detected at 
an approximately 4-fold increased concentration. During the biofilm phase, reduced levels of 
the toxin and the antitoxin were detected on day 5 (Fig. 5). In fact, the lowest levels of toxin 
and antitoxin expression were detected on the 5
th
 day, and the difference in protein expression 
was not significant at the other time points. 
 
 
Fig. 5. Immunodetection of the toxin and the antitoxin in X. fastidiosa during the 













 days, which represent the phases of X. fastidiosa growth. 
The cells were collected, and the planktonic and biofilm phases were separated. The total 











3.9 – Detection of XfMqsA via MS/MS and Western blot 
 
To examine the possibility that XfMqsR and XfMqsA are secreted into the 
extracellular medium, we investigated extracellular proteins and proteins inside OMVs. 
After isolating the OMVs via ultracentrifugation, the assessment was performed using 
MS/MS. One intriguing result was the presence of four peptides from the OMVs set that 
matched to Xf2163, which corresponds to the antitoxin from strain 9a5c. The peptide 
sequences are provided in Table 1. To confirm the presence of the antitoxin in OMVs, the 
fraction corresponding to the extracellular proteins and OMVs was subjected to SDS-PAGE. 







 days (Fig. 6A) but was not detected in the extracellular medium (Fig. 6B). 
Moreover, no band corresponding to XfMqsR was detected in either the OMVs or the 
extracellular media (Fig. 6C and 6D). 
 
Table 1. Peptides identified by MS/MS that matched to antitoxin from Xylella fastidiosa. 
Peptides m/z Mass Weight (Da) Charge 
CPCCGAAELIHDTR 553.9035 1658.6963 +2 
YSELVGLFQR 606.3224 1210.6346 +2 
QVNSAYVDPGYITK 777.8915  1553.7726 +2 
KLDLDQR 444.2489 886.4872  +2 











Fig. 6. Immunodetection of XfMqsA and XfMqsR in outer membrane vesicles from X. 











 days was evaluated using a polyclonal anti-XfMqsA antibody. The extracellular 
media were passed through a 0.22 m filter, and the pellets were collected for Western blot 
using a polyclonal antibody against XfMqsA. (B) Western blot of the extracellular media for 











 days was evaluated using a polyclonal anti-XfMqsR antibody. The extracellular media 
were passed through a 0.22 m filter, and the pellets were collected for Western blot using a 




4 - DISCUSSION 
 
Studies on the TA system have raised many inquiries regarding its functions. TA 
systems are widely distributed in bacteria and archaea (Park et al., 2013). Bacterial 
pathogenicity has been proposed to be directly proportional to the number of TA systems in 
the genome compared with the genomes of non-epidemic-related species (Georgiades and 
Raoult, 2011). Several studies have demonstrated the participation of the TA system in 
biofilm formation (Fasani and Savageau, 2013, van Acker et al., 2014; Wen et al., 2014). Our 
work provides a detailed characterization of a TA system from X. fastidiosa strain 9a5c and 
indicates the presence of XfMqsA within OMVs, which has not previously been reported.  
The ORFs identified in this study were classified as a hypothetical protein 
(XfMqsR) and an HTH-type transcriptional regulator (XfMqsA) in the X. fastidiosa database. 
Our result demonstrated that XfMqsR and XfMqsA are homologous to MqsR and MqsA from 
E. coli, respectively. The formation of the TA complex was thermodynamically favorable and 




cognate protein, and both proteins were differentially expressed at high levels during the 
biofilm phase. Moreover, XfMqsA was detected inside OMVs, as confirmed by Western blot. 
Although the XfMqsR amino acid sequence did not include any detectable 
domains, it displayed activity that was similar to its E. coli homolog. This activity was 
primarily localized to the β-sheet regions and involved RNAse activity, although the primary 
sequence did not display similarity to other RNAse domains. In E. coli, MqsR specifically 
cleaves mRNAs, primarily at 5′-G▲CU and G▲CC sites (Wang et al., 2012; Christensen-
Dalsgaard et al., 2010). 
Although XfMqsA exhibits lower similarity than the toxin, XfMqsA possesses 
conserved domains related to its interaction with its promoter and the toxin. The residues 
Asn97 and Arg101, which are conserved in E. coli and X. fastidiosa (Fig. 1B), are involved in 
promoter recognition. Additionally, the residues containing the HTH-domain share 59% 
similarity with the corresponding region in E. coli. According to previous report (Brown et 
al., 2011), the antitoxin recognizes a palindromic region (TAACCT(N3)AGGTTA); here, we 
identified a very similar palindrome (TAACCT(N3)AAGTTA) located between positions -24 
and -9 that may serve as the antitoxin anchoring site. The conserved residues Asn97 and 
Arg101 are responsible for the recognition of eight nucleotides: 5’ TAAC 3’ in the forward 
strand and 5 ‘AGGT 3’ in the reverse strand (Wang and Wood, 2011). 
Regarding to the interactions of the antitoxin with DNA, the antitoxin can regulate 
operon expression as well as the expression of genes related to oxidative stress (Wang and 
Wood, 2011; Kwan et al., 2014). An analysis based on homology with the target genes 
identified in E. coli (Wang and Wood, 2011) identified that the rpoH gene (a thermal stress 
response regulator) from X. fastidiosa contains a similar motif (AACCT(N3)CCGTT). 
However, this motif is located at position +39, which may indicate an alternative mechanism 
of regulation because the motif is located within the ORF.  
Based on the analysis of the shift assay in the presence of the TA system 
promoter, we detected a slight shift at molar ratios of 1:2 and 1:5, and this shift may be the 
result of specific ligation. The promoter fragment in complex with the MqsA dimer would 
migrate as an approximately 200 bp DNA fragment. This shift was observed at molar ratios of 
1:2 and 1:5. We also observed shifted bands at higher molar ratios, although these bands may 
be a result of nonspecific binding because they continued to increase in size as the molar ratio 
increased (Fig. 3D).  
Analysis of interaction with its own 26 bp promoter was (Brown et al., 2013) 
detected a clear migratory shift. In contrast, we examined a 126 bp fragment. The lack of 
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shifted bands in the negative control fragment indicates that XfMqsA recognizes specific 
motifs and possesses the ability to self-regulate. The E. coli antitoxin residues involved in 
promoter recognition are Phe22, Arg23 and Arg61; in X. fastidiosa, these residues are 
substituted for the chemically similar residues Tyr22, Lys23 and Arg62, respectively. 
It has been demonstrated by X-ray crystallography that the amino acid residues 
Ser43 and Met45 in the antitoxin from E. coli form a salt bridge with residues Val 22 and 
Thr25 from the toxin, thereby contributing to the protein:protein interaction (Brown et al., 
2013; Brown et al., 2009). However, Val, not Ser, is conserved at position 43 of XfMqsA 
from X. fastidiosa strain 9a5c. Other secondary interactions were observed. Other residues 
also conserved between the E. coli toxin and XfMqsR, including Arg26, Asp 33 and Asp 40 
from toxin; these residues correspond to Ala26, Arg33 and Asp40 in XfMqsR. These residues 
of MqsR interact with Glu41, Arg61 and Lys47 from the E. coli antitoxin; at the same 
positions, we identified similar residues in XfMqsA (Gln 61 and Arg47); however, a Glu 
residue is located at position 62. Other residues involved in the TA interaction that were 
identical between X. fastidiosa and E. coli included Val22, Thr25 and Leu39 of XfMqsR (Fig. 
1B) (Brown et al., 2009). 
Analysis of the apparent molecular weight of the proteins in solution resulted in 
the detection of approximate molecular weights for the dimer of XfMqsA (31.6 kDa) and the 
monomer of XfMqsR (16.9 kDa). In E. coli, the TA interaction was demonstrated to occur at 
a 1:1 ratio, consisting of the antitoxin dimer and two toxin monomers (Brown et al., 2009). In 
this study, a 1:1 molar ratio was observed for the TA interaction (Fig. 2A). The interaction 
between these proteins is thermodynamically favorable and forms a very stable complex, as 
demonstrated by thermal circular dichroism and ITC. Thermostability analysis confirmed that 
it was necessary to add more heat to unfold the complex than that required to denature the 
isolated proteins, similar to the results reported for the E. coli TA system (Brown et al., 2013). 
The oscillation in protein expression was related to the growth phases. The days 




) correspond to microcolony 
formation (10
th
) and the development of the biofilm architecture (15
th
) (Caserta et al., 2010). 
The overexpression of the toxin can lead to an increase in biofilm mass (Wang et al., 2011), 
which was supported by our observations. The expression of the TA system must be well 
balanced to enable optimal cell growth. Free toxin inside cells can lead to the generation of 
persister cells, which are associated with antibiotic resistance and increased biofilm formation 
(Lee et al., 2014; Muranaka et al., 2012). TA systems represent a barrier to the development 
of antimicrobial compounds to control or abolish bacterial growth (Park et al., 2013; Lioy et 
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al., 2010). The mechanism underlying this hypothesis is that an antimicrobial compound that 
impairs antitoxin regulation would hinder growth because the toxin would act until a “point of 
no return”, resulting in cell death (Lioy et al., 2010). In addition, TA systems may have other 
relevant uses such as in antiviral therapy, in which the toxin MazF is used to induce 
eukaryotic cell death (Chono et al., 2011). 
Based on the recent discoveries that plant colonization by X. fastidiosa is probably 
modulated by OMVs (Ionescu et al., 2014), we analyzed the likely relationship between the 
TA system and OMV formation. This analysis led us to an intriguing result from MS/MS 
protein analysis. We found that XfMqsA does not possess a leader sequence according to 
SignalP 4.1 software, suggesting that it is intracellular. However, its presence in the 
extracellular media, which was detected by mass spectrometry, led us to hypothesize that it is 
secreted by vesicles; this hypothesis was confirmed by western blotting as seen in the figure 
6. That is not the first time that a protein predicted to be intracellular was found to be 
associated with OMV formation. Other researchers have discovered proteins related to 
glycolysis and even transcription factors inside OMVs (Chen et al., 2014; Altindis et al., 
2014; Choi et al., 2014). 
The molecular mechanisms underlying vesicle formation and the mechanisms by 
which proteins become enveloped during vesicle formation remain unclear. Many 
suppositions have been made concerning OMV formation and their likely functions (i.e., 
modulating the microbial environment to kill competing species, signaling likely sites of 
nodulation for biofilm formation and modulating the immune response system in host cells 
(Choi et al., 2014, Turner et al., 2015; Perez-Cruz et al., 2015; Schwechheimer et al., 2014). 
This study is the first to report the presence of XfMqsA within OMVs. Although further 
studies are necessary, we hypothesize that the release of this antitoxin into the extracellular 
media can result in excess intracellular toxin accumulation, thereby producing favorable 
conditions for biofilm formation and persister cell generation, consequently inducing 
pathogenicity, since the biofilm formation is the mais pathogenicity mechanism for Xylella 
fastidiosa (Souza et al., 2004) . 
X. fastidiosa is one of the most important phytopathogens investigated, and the 
elucidation of its mechanisms of infection is crucial for the control of disease (Mansfield et 
al., 2012). One factor that has limited our knowledge is the inability to obtain cells in which 
specific genes are knocked out. This work characterized a toxin and an antitoxin from X. 
fastidiosa strain 9a5c (termed XfMqsR and XfMqsA, respectively) based on heterologous 
expression and Western blot, which provided interesting results. We expect our results will 
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contribute to the understanding of proteins that participate in biofilm formation and other 
functions, as XfMqsA is present in OMVs. 
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5 – RESULTADOS COMPLEMENTARES 
 
Havia sido proposto inicialmente a análise de real-time RT-PCR das orfs em 
estudo para se avaliar o nível de expressão das proteínas alvos durante a formação do biofilme 
de X. fastidiosa in vivo. Contudo, não obtivemos sucesso na realização da infecção mecânica 
das plantas de citros com X. fastidiosa. Após isso, utilizamos plantas infectadas com 
X.fastidiosa estirpe 9a5c que já haviam sido diagnosticadas com CVC. Tentamos avaliar a 
expressão gênica das orfs Xf1480, Xf2162 e Xf2163, porém não obtivemos sucesso na 
detecção do RNA específico das orfs bacterianas em estudo nas plantas infectadas. 
Provavelmente isso aconteceu devido ao excesso de RNA vegetal em relação aos transcritos 
bacteriano. Tentativas de estudo da expressão das mesmas orfs in vitro, com análise dos genes 
em bactérias coletadas de acordo com as fases de crescimento de X. fastidiosa foram feitas. 
Porém, alguns pontos de coleta correspondentes a fases específicas da formação do biofilme 
não produziram RNA total com rendimento satisfatório para a realização  dos testes após as 
extrações efetuadas. Desse modo, a análise da expressão das proteínas alvo do trabalho foi 
baseada nos experimentos de western blotting, os quais tem a vantagem de representarem a 
quantidade de proteína produzida, e não apenas o resultado da transcrição, como é o caso de 
resultados obtidos por RTqPCR a partir dos quais se infere a expressão gênica.  
 
6 -DISCUSSÃO GERAL  
 
As proteínas alvo desta tese foram escolhidas de acordo com seu padrão de 
expressão reportados anteriormente (Muranaka et al., 2012). Para caracterização das 
proteínas, as ORfs foram clonadas no vetor de expressão pET28a (Xf1480 e Xf2162) e 
pET29a (Xf2163). A ORF Xf2163, identificada com o XfMqsA, foi anteriormente clonada no 
pET28a, porém a proteína purificada apresentava baixa solubilidade. Nossa hipótese é que a 
Histag N-terminal impedia a conformação correta do domínio dedo de zinco. Após clonagem 
no pET29a, a solubilidade aumentou consideravelmente, podendo obter concentrações mais 
altas (120 mol.L-1), provavelmente por ter possibilitado o enovelamento correto do domínio 
dedo de zinco na região N-terminal.  
Xf1480 apresentou 28% de similaridade com um fator de transcrição YcjZ de E. 
coli, sendo denominado XfYcjZ. Buscas feitas em bancos de dados de proteínas com estrutura 
conservada demonstraram que a XfYcjZ apresenta 25% de identidade com o fator de 
transcrição AphB de Vibrio cholerae que já teve sua estrutura tridimensional resolvida 
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(Taylor et al., 2012), o que permitiu a obtenção de um possível modelo tridimensional através 
do servidor I-TASSER. Uma característica comum às LysR é a presença do domínio HTH na 
extremidade N-terminal, enquanto a C-terminal apresenta os domínios reguladores, os quais 
estão envolvidos no reconhecimento de cofatores. 
XfYcjZ foi obtida na forma solúvel e com estruturas secundárias, com 
predominância de α-hélices. A proteína também apresenta forma globular, pois sua razão 
friccional (f/f0) obtido por ultracentrifugação analítica foi igual a 1,360,1 e apresentou 
conformação oligomérica tetramérica (dados de SEC). Conformações diméricas e 
tetraméricas são as mais comumente encontradas na família LysR , mas formas octoméricas 
também já foram documentadas (Taylor et al., 2012; Maddocks; Oyston, 2008).  
Umas das características comum às LysR também é a capacidade de 
autoregulação. XfYcjZ interagiu com seu próprio promotor na análise de mobilidade 
eletroforética. As LysR reconhecem sequências de DNA pseudoplaindrômicos, tais como 
ATC-N9-GAT e T-N11-A. A promotor de XfYcjZ apresentou cinco motifs T-N11-A, os quais 
estão nas posições : -12 to -24; -37 to -49, -59 to -71, -87 to – 99 and -102 to -114. 
Análise de detecção da XfYcjZ por western blotting revelou que a proteína é 
diferencialmente expressa nas fases de crescimento de X. fastidiosa com maior expressão no 
décimo quinto dia nas células planctônicas e quinto e vigésimo dias nas células do biofilme. 
Curiosamente, a avaliação com tratamento com cobre demonstrou que somente as células 
planctônicas responderam ao tratamento de estresse oxidativo com cobre. Nossa hipótese a 
respeito da resposta no biofilme, é que a camada exopolimérica externa tenha funcionando 
como uma barreira ao tratamento com cobre. 
Com relação às ORFs Xf2162 e Xf2163, identificadas inicialmente como proteína 
hipotética e regulador da transcrição do tipo HTH, respectivamente,  apresentaram 61 e 42% 
de similaridade com a MqsR e MqsA de E. coli, as quais pertencem ao sistema toxina 
antitoxina, por isso foram denominadas XfMqsR para a toxina e XfMqsA para antitoxina. 
Estima-se que haja uma correlação entre a quantidade de operons toxina-antitoxina e maior 
patogenicidade bacteriana, pois quando foram comparadas espécies patogênicas com espécies 
relacionadas não patogênicas, foi encontrado um maior número de sistemas TA nas primeiras 
(Georgiades; Raoult, 2011) 
Embora a XfMqsR apresente maior similaridade ela não possui nenhum domínio 
conservado e também não possui nenhum domínio relacionado com RNAses em geral. A 
XfMqsR reconhece motifs 5′-G▲CU and G▲CC nos mRNAs para clivagem (Wang et al., 
2012; Christensen-Dalsgaard et al., 2010). 
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Com respeito à XfMqsA, ela possui um domínio HTH na sua extremidade C-
terminal que está relacionado com o reconhecimento de regiões promotoras. Os aminoácidos 
relacionados com ligação ao DNA são conservados em ambas as espécies, Asn97 e Arg101 e 
estão relacionados com o reconhecimento do motif TAACCT(N3)AGGTTA em E coli, sendo 
que em X. fastidiosa, uma sequência bem similar foi encontrada TAACCT(N3)AAGTTA 
(Brown et al., 2011). Além do mais, a proteína heteróloga foi capaz de interagir com o 
fragmento de DNA contendo esse motif, mas não com o controle negativo, o qual era uma 
sequência mais distante do códon inicial. Baseado no teste de retardamento eletroforético em 
gel de agarose a proteína heteróloga foi capaz de começar a se ligar ao promotor mesmo nas 
relações molares mais baixas 1:2 (Brown et al., 2013).  
A interação proteína-proteína também foi avaliada por calorimetria isotérmica e 
foi caracterizada por uma alta afinidade, H= -8609±36.51 e S=11.8 cal/mol/deg., 
caracterizando uma reação termodinamicamente favorável. Os resíduos envolvidos na 
interação proteína-proteína são conservados, destacando-se os Arg26, Asp 33 and Asp 40 na 
MqsR, porém na XfMqsR encontramos Ala26, Arg33 and Asp40. Na antitoxina MqsA os 
resíduos são Glu41, Arg61 and Lys47, porém em XfMqsA foram encontrados os resíduos Gln 
61 and Arg47, entretanto o resíduo Glu foi encontrado na posição 42 (Brown et al., 2009) 
A detecção das XfMqsA e XfMqsR demonstrou que a expressão sofre alteração 
na fase planctônica. Os menores níveis de XfMqsA foram encontrados no décimo dia, 
corresponde ao dia que ela começa a ser detectada nas vesículas da membrana externa e no 
décimo quinto dia. Quanto à XfMqsR, seu menor nível de detecção foi no décimo dia. 
Quando comparamos as células do biofilme, o menor nível para as duas proteínas foram 
encontradas no décimo dia. O fato de haver mais XfMqsR no décimo e décimo quinto dia 
pode indicar que esteja relacionada com a formação de microcolônias, décimo dia, e 
desenvolvimento da arquitetura do biofilme, décimo quinto dia. A expressão do operon toxina 
antitoxina deve ser muito equilibrada para favorecer o crescimento bacteriano. Em caso de 
toxinas livres dentro da célula, a formação de células persistentes e de biofilme é favorecida 
(Lee et al., 2014; Muranaka et al., 2012). 
Baseado em um trabalho recente sobre formação de vesículas da membrana 
externa (Ionescu et al., 2014), foi identificado que a XfMqsA também se encontra nessas 
vesículas. Os mecanismos moleculares pelo qual a XfMqsA é enviada para a vesícula ainda 
não é conhecido, uma vez que ela não possui peptídeo sinal. Nosssa hipótese é que a secreção 
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de XfMqsA pode acarretar em XfMqsR livre dentro da célula e favorecer a formação de 
biofilme. 
 
7 - RESUMO DOS RESULTADOS 
 
Os resultados apresentados nesta tese e resumidos a seguir demonstram que os 
objetivos do estudo foram alcançados. 
 
Capítulo 1 
•A utilização de ferramentas para clonagem e expressão heteróloga possibilitou o 
estudo de função da XfYcjZ, através de análises de presença de estrutura secundária por 
dicroísmo circular, juntamente com sua análise in silico  para encontrarmos uma provável 
estrutura tridimensional por homologia de sequência.  
 A XfYcjZ se presenta na forma tetramérica em solução, demonstrado por 
cromatografia por exclusão de tamanho e por ultracentrifugação analítica e, de acordo com o 
coeficiente e sedimentação, possui forma globular. 
• Foi demonstrado que a proteína heteróloga foi capaz de interagir com o seu 
próprio promotor, indicando um alvo de autoregulação, o que é muito comum em fatores de 
transcrição do tipo LysR. 
• Em condições de crescimento normal, a XfYcjZ se encontra presente em todas 
as fases do biofilme, mas nas células planctônicas ocorrem uma maior expressão no 15º e no 
30º dia. Porém quando em condições de estresse causado por cobre, somente as células 
planctônicas foram capazes de responder ao tratamento. Estima-se que as células do biofilme 
não tenham respondido ao cobre devido à presença da matriz extracelular de substâncias 





• As proteínas pertencentes ao sistema toxina antitoxina de Xylella fastidiosa 
apresentaram homologia com a MqsR e MqsA de E. coli, respectivamente e apresentam 




• As proteínas heterólogas apresentaram enovelamento secundário, 
possibilitando o ensaio de dicroísmo circular para avaliação da estabilidade do complexo. Os 
resultados demonstraram que o complexo XfMqsR e XfMqsA, cuja Tm foi igual a 70ºC, é 
mais termoestável que a XfMqsA e a XfMqsR, as quais apresentaram Tm iguais a 37ºC e 
62,5ºC, respectivamente.  
•As proteínas apresentaram alta afinidade de ligação como visto por calorimetria 
isotérmica, caracterizada por entalpia H=-8609±36.51 e entropia S= 11.8 cal/mol/deg. 
•A interação também foi demonstrada por cromatografia por exclusão de 
tamanho, demonstrando total interação em condições equimolares. 
 A interação está intimamente relacionada com a inibição da toxina XfMqsR pela 
antitoxina XfMqsA, como demonstrado com o ensaio de degradação do RNA por 
fluorescência. 
•A avaliação da interação com o seu próprio promotor demonstrou que a XfMqsA 
é capaz de se ligar ao seu próprio promotor. A provável sequência de reconhecimento, 
TAACCT(N3)AAGTTA, foi encontrada e apresenta alta semelhança com a sequência do 
promotor do sistema homólogo de E. coli, TAACCT(N3)AGGTTA. 
•  Tanto a XfMqsR quanto a XfMqsA são diferencialmente expressas durando as 
fases de crescimento e possuem maiores níveis nas células do biofilme. 
• XfMqsA também foi encontrada no meio extracelular, como detectado por 
espectrometria de massas e posteriormente determinamos sua presença nas vesículas das 
membrana externa por western blot. Nossa hipótese é que a ocorrência dela nessas vesículas 





8 - CONCLUSÕES 
 
Embora o trabalho tenha sido feito sob uma abordagem in vitro, ensaios in vivo 
com X. fastidiosa mutante serão necessários para uma análise mais acurada para identificação 
dos mecanismos de regulação e das rotas metabólicas na qual essas proteínas estão 
envolvidas, como por exemplo o envolvimento do operon toxina antitoxina na formação de 
células persistentes e formação biofilme. Porém trabalhos envolvendo estirpes knockout de X. 
fastidiosa 9a5c ainda não são possíveis devido às limitações que essa estirpe apresenta. 
Estudos funcionais de proteínas supostamente relacionadas com patogenicidade, 
sobrevivência e adaptação podem trazer informações importantes a respeito da biologia e 
genética do microrganismo em estudo. A abordagem realizada no trabalho nos permitiu 
identificar as orfs através da análise de sequência e presença de domínios com base no banco 
de dados do NCBI e PDB (protein data bank) e esperamos ter contribuído para o melhor 
entendimento da participação de ambas as proteínas nos mecanismos envolvidos com resposta 
a estresse, formação de biofilme e patogenicidade de X. fastidiosa. 
As proteínas em questão pertencem à espécie X. fastidiosa estirpe 9a5c e as 
análises funcionais indicaram a possível participação da proteína XfYcjZ em resposta ao 
estresse causado pelo cobre. Com respeito ao operon toxina-antitoxina XfMqsR e XfMqsA, 
respectivamente, a atividade de RNAse foi detectada e avaliamos a capacidade da XfMqsA 
em inibir  a XfMqsR e a hipótese sobre a participação delas na formação de células 
persistentes e biofilme também foi levantada de acordo com o levantamento bibliográfico. 
Outra característica importante encontrada foi a presença da XfMqsA dentro das vesículas da 





9 - PERSPECTIVAS:  
 
Com base nos resultados obtidos, novos estudos e abordagens envolvendo as 
proteínas alvo desta tese podem agora serem vislumbrados. Especialmente com relação ao 
sistema toxina-antitoxina estudado. Recentemente, a análise do secretoma de X. fastidiosa 
estirpe 9a5c efetuada por outro integrante do grupo, para identificar as proteínas por MS/MS, 
permitiu observar que a antitoxina é secretada, mesmo sem possuir peptídeo sinal. Foi 
formulada a hipótese de que esta proteína seja enviada para o meio externo através da 
formação de vesículas da membrana externa. Para confirmar tal hipótese, estudos futuros 
envolvendo a análise das vesículas produzidas por X. fastidiosa devem ser conduzidos. Como 
relatado no manuscrito presente na Parte 2 desta Tese(seção resultados e discussão), pudemos 
identificar a presença da antitoxina por western blot na fração referente às vesículas. A 
presença da antitoxina nas vesículas é uma informação que pode trazer novas perspectivas 
para descobrir o modo de funcionamento do operon toxina-antitoxina de X. fastidiosa 9a5c, 
bem como o seu envolvimento em patogenicidade bacteriana. 
Novas análises de bioinformática efetuadas recentemente, permitiram a 
identificação do possível gene alvo da proteína XfMqsA, a orf Xf2034, a qual codifica uma 
chaperona relacionada com resposta à choque térmico identificada como o gene cspD (cold 
shock protein). Ensaios futuros de interação entre XfMqsA e o promotor da orf Xf2034 podem 
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